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ПРИМЕНА МОЛЕКУЛАРНИХ МАРКЕРА У 
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Извод: Бројна истраживања спроведена претходних година показала су ефи-
касност и важност примене неутралних молекуларних маркера у области 
кон  зервационе и популационе генетике шумских дрвенастих врста, нарочи-
то за разумевање миграционих процеса при стварању садашњег генетичког 
и гео  графског диверзитета, као и за одређивање битних параметара као што 
је ефективна величина популације, проток гена и „bottleneck“. У наредном 
пе  риоду,  примена  молекуларних  маркера  омогућиће  прикупљање  веома 
великог броја података на нивоу маркер локуса или секвенци, који ће бити 
од  лична  статистичка  основа  за  процену  њихове  биолошке  и  еволуционе 
вредности.
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MOLECULAR  MARKERS  APPLAYING  IN  FOREST  TREES  GENE 
POOL CONSERVATION
Abstract: Many studies performed during the last years demonstrated the useful-
ness of neutral molecular markers in the field of conservation and population genet-
ics of forest trees, in particular to understand the importance of migration patterns 
in shaping current genetic and geographic diversity and to measure important pa-
rameters such as effective population size, gene flow and past bottleneck. During 
the next years, a large amount of data at marker loci or at sequence level is expected 
to be collected, and to become excellent statistical power for the assessment of bio-
logical and evolutionary value.
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1. УВОД
Шуме карактерише широк спектар производних и општекорисних функци  ја 
које задовољавају различите потребе човечанства. Шумско дрвеће и остале дрве-
насте биљке обезбеђују животни простор многим организмима, градећи комплекс-
не механизме генетичког диверзитета. Генетичка варијабилност, како изме  ђу, тако 
и унутар врста, има вишеструку фундаменталну вредност. Захваљујући њој др-
веће и жбуње се прилагођава новонасталим условима средине који често могу бити 
под негативним утицајем климатских промене, штеточина или болести. Неоп  ход-
но је да газдовање шумама буде усклађено са концептом конзервације на разли-
читим нивоима: локалном, националном и регионалном. Конзервација шум  ског 
биодиверзитета, који укључује и генофонд шумског дрвећа, је од есенцијалног зна-
чаја за одрживо коришћење вредности шуме, као и за побољшање здравственог ста-
ња и виталности шумских екосистема и унапређење и развој њихових заштитних, 
естетских и културних функција (Шијачић-Николић, Миловановић, 2007).
Конзервација шумских генетичких ресурса, најчешће, се не односи на ста-
тичну презервацију или максимализацију генетичког диверзитета директно, већ 
на покушаје презервације механизама, који креирају и одржавају генетички дивер-
зитет,  путем  разумевања  како  различите  компоненте  међусобно  реагују  (Gre-
gorius, 1992). Основни задатак и циљ генетичке конзервације одређене врсте је 
обезбеђивање постојаности генетичке информације. Ову информацију могу чини-
ти појединачни гени или генотипови, чија експресија даје пожељне фенотипове, 
најчешће од економске вредности. Такође, циљ конзервације је очувати што више 
генетичких информација, присутних у популацији, како би се на основу њих осни-
вале нове, виталне популације у којима ће постојати експресија жељене информа-
ције. Имајући у виду да губитак генетичког диверзитета представља највећу пре-
тњу  очувању  адаптабилног  потенцијала  врсте  (Milovanović,  Šijačić-Ni  ko-
lić, 2006/а, 2006/б, 2007), неопходно је улагати велике напоре у покушаје ње  гове 
конзервације.
За реализацију конзервационих циљева могућност идентификовања гене-
тичке варијабилности је од изузетног значаја. Поуздана информација о дистрибу-
цији генетичке варијабилности је предуслов за адекватно спровођење процеса се-
лекције, оплемењивања и конзервације шумског дрвећа. Популациони генетичари 
су развили различите теоријске моделе, који омогућују процену тренутног гене-
тичког диверзитета унутар и између популација или других хијерархијских нивоа 
генетичке организације. Последице дрифта и протока гена путем полена и семена 
данас могу бити квантификоване, као што је омогућен и увид у системе укрштања 
шумског дрвећа. Изузетан допринос сазнањима о оваквим процесима дало је от-
криће (адаптивно неутралних) молекуларних маркера.
У овом раду дат је преглед најчешће коришћених техника молекуларног мар-
кирања у конзервацији шумског дрвећа, са оценом и поређењем њихових главних 
карактеристика.103
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2. ИДЕНТИФИКОВАЊЕ ГЕНЕТИЧКОГ ПОЛИМОРФИЗМА
Постојање генетичког полиморфизма (унутарврсног диверзитета) је круци-
јално за процес адаптације и сматра се једним од основних фактора опстанка по-
пулација и врста. Унутарврсна варијабилност представља потенцијал популација 
врсте за стварање различитости, као што је диференцијација између фамилија, ва-
ријетета или различитост у односу на друге популације. Проучавање унутарврсне 
варијабилности са циљем утврђивања степена генетичке контроле фенотипске екс-
пресије значајних особина представља основу за ефикасно оплемењивање врсте и 
адекватно креирање стратегије генетичке конзервације. Информације о генетич-
ком полиморфизму унутар врсте су основа за доношење исправних одлука о уп-
рављању генетичким ресурсима.
Генофонд шумског дрвећа - шумски генетички ресурси могу се дефинисати 
као  сваки,  кодирајући  или  некодирајући,  функционални  генетички  материјал 
(ДНК) шумског дрвећа, који је од актуелне или потенцијалне вредности за будуће 
гене  рације  људи  (Geburek,  Turok,  2006).  Генетичке  карактеристике  ресурса 
могу бити познате или процес разоткривања специфичне генетичке информације 
и дефинисања генетичке варијабилности може бити у току. У строгом смислу речи, 
генетички ресурс представља сваки, изолован и клониран, део ланца дезоксирибо-
нуклеинске киселине (ДНК), док се у пракси генетичким ресурсом сматрају полен, 
семе, четине, пупољци, појединачна стабла, групе стабала или популације (Ziehe 
et al., 1989). Кључна карактеристика генетичког ресурса је његова вредност и њена 
процена од стране корисника (човека).
Варијабилност врсте се данас посматра као комплекс двеју категорија: адап-
тивне варијабилности, која је под утицајем фактора средине и неутралне вари-
јабилности, која не подлеже овом утицају. Проучавање адаптивне варијабилно-
сти подразумева упознавање распона еколошких услова станишта врсте и морфо-
лошко-анатомско-фенолошких својстава индивидуа на различитим стаништима, 
док неутрална варијабилност, која може бити измерена применом техни  ка ДНК 
профилисања, не укључује адаптивне разлике између индивидуа. Опште је при-
хваћено мишљење да ниво неутралне варијабилности указује на ниво адап  та  билне 
варијабилности врсте. Применом молекуларних маркера елиминишу се бројне не-
доумице,  које  су  последица  утицаја  средине,  нарочито  приликом  анализирања 
кван  титативних особина биљака, чија експресија знатно више подлеже утицају ин-
теракције генетске основе и променљивих услова средине, чак и у контролисаним 
екс  перименталним условима (Шијачић-Ни  колић et al., 2008) или за утврђивање 
по    јава алтернирајуће или одложене доми  нан  тности (Шијачић-Николић, 2006), 
те се технике молекуларне генетике данас примењују као допунски вид истражи-
вања традиционалним приступима карактеризације генетичких ресурса.Јелена Миловановић, Мирјана Шијачић-Николић
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3. МОЛЕКУЛАРНИ МАРКЕРИ И ЊИХОВА ИНФОРМАТИВНОСТ
Молекуларни маркери су специфични фрагменти ДНК који се могу иденти-
фиковати у геному. Молекуларни маркери нису гени у класичном смислу. Они могу 
имати, али најчешће немају, биолошку функцију. Настају као последица мутација, 
које изазивају промене ДНК структуре, обично штетне за организам, те се зато 
маркери углавном идентификују у ДНК, која нема кодирајућу, биолошку функцију. 
Да би маркер нашао примену у конзервационој генетици мора поседовати одређе-
ни степен варијабилности (полиморфизма) на маркер локусу. Треба имати у виду 
да варијабилност на молекуларном нивоу не мора бити у вези са варијабилношћу 
биолошке функције.
Идентификација молекуларним маркерима се обавља захваљујући много-
бројним техникама молекуларног маркирања. Велики број различитих техника 
анализе генетичке варијабилности је развијен и унапређен у току последње две де-
ценије. Успешност примене молекуларних генетичких маркера може се оценити са 
неколико важних параметара, као што су доступност, ниво полиморфизма, репро-
дуктивност, технички захтеви и трошкови. Сходно томе, не постоји супериорна 
техника, која задовољава све наведене услове, али је кључно питање који маркер 
употребити у које сврхе (Gillet, 1999).
Једна од техника молекуларног маркирања (у ширем смислу речи) јесте ана-
лиза изоензима. Мада није у питању техника директног испитивања структуре и 
функције генома она се и даље успешно примењује јер носи ваљане информације 
о генетичком полиморфизму шумског дрвећа. Изоензими представљају различите 
форме једног ензима кодиране са више локуса. Међутим, примена изоензима огра-
ничена је бројем ензим-локуса (који је, генерално, мали), релативно ниским нивоом 
варијабилности и чињеницом да они указују једино на варијабилност протеин-ко-
дирајућих гена и да само мали део модификација кватернерне структуре протеи-
на може бити регистрован електрофорезом на скробном гелу (техника нај  чешће 
коришћена за визуелизацију изоензимске варијабилности). Изоензими су, ипак, 
успешно примењивани у истраживањима миграционих процеса врста у постгла-
цијалном  периоду  код:  смрче  (Lagercrantz,  Ryman,  1990,  Morgante,  Ven-
dramin, 1991), јеле (Konnert, Bergman, 1995) и букве (Gömö  ry et al., 1998, 
Comps et al., 2001). Прва истраживања са циљем упознавања па  раметара система 
укрштања  и  процене  унутарврсне  генетичке  варијабилности  шу  мског  дрвећа 
(Миловановић,  2007,  Ballian  et  al.,  2006,  Ballian  et  al.,  2005,  Ши  јачић-
Николић,  2000,  Николић,  Туцић,  1983,  Николић,  1982,  Гузина,  1980, 
Николић, Bergmann, 1974), такође, су била заснована на изоензимским ана-
лизама, које су указале на висок степен слободног укрштања код шумског дрве-
ћа, преко 90% код смрче (Boscherini et al., 1993) и букве (Rossi et al., 1996). 
Наследљивост свих проучаваних изоензимских локуса претходно је одређивана 
анализама хаплоидног ткива мегагаметофита четинара или у оквиру линија пуних 
и полусродника скривеносеменица.105
ПРИМЕНА МОЛЕКУЛАРНИХ МАРКЕРА У КОНЗЕРВАЦИЈИ ГЕНОФОНДА…
Развојем ДНК маркера, укључујући RFLP (Restriction Fragment Length Poly-
morphism), VNTR (Variable Number of Tandem Repeats или минисателити), SSR 
(Simple Sequence Repeats или микросателити), RAPD (Random Amplified Polymor-
phic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), SSCP (Single Stranded 
Conformation Polymorphism) и SNP (Single Nucleotide Polymorphism), превазиђен је 
проблем ограниченог броја варијабилних локуса и добијен је алат за проучавање 
варијабилности у кодирајућим, некодирајућим и високо варијабилним регионима 
нуклеарног и органелног (хлоропластног и митохондријалног) генома.
Митохондријална и хлоропластна ДНК представљају најчешће коришћене 
молекуларне маркере за филогеографска истраживања због широког опсега унутар-
врсног полиморфизма. До сада су успешно коришћене при филогеографским и по-
пулационим истраживањима код животиња и у хуманој популацији (Avise, 1994, 
Seilstad et al., 1998, Taberlet et al., 1998, Hewitt, 1999), а почињу успешно да се 
користе и у популацијама шумског дрвећа (у природним популацијама оморике) 
(Nasri et al., 2008). Митохондријална ДНК се наслеђује искључиво матерински, 
што значи да се различите варијанте mtDNK преносе преко семена, а не преко по-
лена. Дакле, истраживањем полиморфизма митохондријалних гена ствара се добра 
основа за упознавање процеса миграције и географске диференцијације популаци-
ја врсте (Sperisen et al., 2001). MtDNK, као маркер за биљни геном, има више 
не  достатака него код анималног генома, услед слабије субституције нуклеотида, 
тј. мање унутарврсне варијабилности, хетероплазмије, ширег опсега рекомбинаци-
је међу молекулима и знатно већег mt генома. Међутим, приме  на mtDNK маркера 
код четинара је оправдана, јер се хлоропластна ДНК код њих наслеђује патернално. 
У великом броју истраживања на основу широког сета података, утврђени су ре-
левантни фактори који детерминишу актуелну дистрибуцију унутар и између вр-
ста. Тако је утврђена локација глацијалних рефугијума у Италији, на Арапском и 
Балканском полуострву и утицај миграционих процеса и коридора; улога историј-
ских чинилаца (посебно механизама дисперзије семена и полена) и утицај човека 
на  различите  врсте.  Посматрана  је  заједничка  историја  миграције  различитих 
врста шумског дрвећа и утврђен је филогеографски распоред између врста (Petit 
et al., 2003). Анализом алелног полиморфизма nad1 гена ми  тохондријалног генома 
оморике (Миловановић et al., 2007) утврђено је посто  јање одређеног степена 
генетичке контроле фенотипске експресије код различитих феногрупа оморике.
С обзиром да се хлоропластна ДНК код скривеносеменица наслеђује матер-
нално представља најчешће коришћени молекуларни маркер за упознавање унутар-
врсне варијабилности ове групе шумског дрвећа. Најопсежнија истраживања вр-
шена  су  на  храстовима  применом  четири  универзална  прајмерска  пара  хлоро-
пластног генома, који су омогућили детектовање 30 хаплотипова у оквиру опсеж-
ног истраживања преко 500 популација са подручја читаве Европе (Ballian et al., 
2007, Bordács et al., 2002, Fineschi et al., 2002, Petit et al., 2002, Grivet et al., 
2001, Ferris et al., 1998, Dumolin-Lapègue et al., 1997, Petit et al., 1997, Pe-
tit et al., 1996, Demesure et al., 1996, Demesure et al., 1995, Dumolin et al., Јелена Миловановић, Мирјана Шијачић-Николић
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1995, Kremer, Petit, 1993, Petit et al., 1993/б, Petit et al., 1993/а, Kremer et al., 
1991). Универзални прајмерски парови хлоропластне ДНК, такође, показали су 
висок степен  информативности и  апликативности у истраживањима генетичке 
варијабилности храста китњака у Србији при чему је детектовано пет различитих 
хаплотипова (Шијачић-Николић et al., 2007). Спроведена истраживања послу-
жи  ла су као основа за дефинисање региона провенијенција ове врсте у Србији.
4. ИЗБОР МОЛЕКУЛАРНИХ МАРКЕРА
У конкретном случају, приликом избора маркера за процену варијабилности, 
неопходно је размотрити следеће параметре:
број   доступних локуса - ограничен у случају изоензима, теоретски неогра-
ничен у случају свих ДНК маркера, а нарочито AFLP, RAPD и SNP;
ниво   варијабилности - низак за изоензиме, веома висок за микросателите, 
про  сечан за RFLP;
доми  нантност - RAPD и AFLP генерално доминантни, самим тим мање ефи-
касни у истраживањима популационе структуре и мапирању од ко  до-
минантних маркера, као што су изоензими, RFLP и SSR;
прис  уство нултих алела - високо учешће нултих алела детектовано је на 
SSR локусима, што за последицу има мању процењену вредност хетеро-
зиготности; нулти алели су детектовани и код изоензима, RFLP и SSR, 
али са знатно нижом фреквенцијом;
репр  одуктивност - ниска код RAPD, виша код AFLP, а највиша код изоензи-
ма, SSR и SNP.
прен  осивост - веома висока код изоензима, нижа код нуклеарних SSR, вео  ма 
висока код хлоропластних SSR; Комигрирајући RAPD и AFLP фрагме-
нти не морају обавезно долазити са истих локуса, чак и код веома сро-
дних врста: секвенционирање је неопходно како би се доказала хомо-
логија RAPD, AFLP и SSR фрагмената;
лако  ћа извођења - AFLP, RFLP и SNP су технички најзахтевнији маркери; 
ви  соко ефикасни системи SNP детекције су скоро развијени.
ефик  асност извођења (мултиплексност, тј. симултана анализа мултиплих 
ло  куса у једном поступку) - најнижа код RFLP, највиша код AFLP, про-
сечна код RAPD и SSR;
ауто  матизација (коришћење аутоматских секвенционера и других уређа-
ја) - сви PCR маркери су подобни за аутоматизацију; супротно томе, 
изо  ензими и RFLP су више ручне технике; SNP детекција може бити 
ау  то  матизована на високом нивоу.
трош  кови - изоензими су најјефтинији, RFLP и SNP су најскупљи; Једно-
ставан закључак може се извести на основу напред изнетог: молекулар-107
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ни маркери су различити, ниједан од њих није идеалан и неки су бољи 
у одређене сврхе од других.
5. МЕТОДЕ КОНЗЕРВАЦИЈЕ 
Са аспекта очувања генетичке варијабилности можемо говорити о разли-
читим „методама“ конзервације. Термин „метод” се користи у контексту одређене 
концепције конзервације генетичких ресурса: in situ или ex situ, динамична или 
статична, док се врста, екосистем, популација, индивидуа или део индивидуе сма-
трају објектом конзервације (Шијачић-Николић, Миловановић, 2007). 
In istu (на месту) конзервација подразумева конзервацију шумских генетич-
ких ресурса у гајеним састојинама, дивљим, природно обновљеним популација-
ма у заштићеним подручјима или ређе у вештачки обновљеним састојинама, без 
усмерене селекције, на подручјима са којих сакупљено семе изворно потиче. Ова-
кав концепт захтева процену генетичке варијабилности унутар и између попула-
ција у циљу идентификовања популација које је потребно укључити у програм 
конзервације. Осим тога, потребно је успоставити и адекватан систем за праћење 
промена генетичке варијабилности током времена, што се најбоље може постићи 
применом различитих молекуларних маркера (Karp et al., 1997).
Ех situ конзервација представља вид конзервације шумских генетичких ре-
сурса изван њиховог природног станишта (ван места), при чему се разликују: бо-
та  ничке баште, арборетуми, живи архиви, семенске плантаже, провенијенични 
тестови, тестови потомства, клонски архиви, банкe семена, полена, ДНК, in vitro 
конзервацијa и криопрезервација. Њихово успостављање и одржавање обухвата 
четири основне категорије активности: успостављање, одржавање, карактеризацију 
и коришћење, при чему се свака од њих на одређени начин ослања на примену мо-
лекуларних маркера (Bretting, Widrlechner, 1995, Brown, Kresowich,1996, 
Karp et al., 1997).
6. ЗАКЉУЧНА РАЗМАТРАЊА
Конзервација генофонда шумског дрвећа базира на генетичкој варијабилно-
сти природних популација, која је резултат различитих генетичких процеса: му-
тација, рекомбинација, флуктацијe гена, селекцијe и генетичкoг дрифтa. За евиден-
тирање и утврђивање степена генетичке варијабилности користе се методе класич-
не и молекуларне генетике. Методе класичне генетике углавном базирају на анали-
зи квантитативних својстава на макроскопском и микроскопском нивоу уз приме  ну 
различитих статистичких метода за анализу добијених података. Међутим, морфо-
лошке карактеристике често могу бити подложне утицају фактора спољашње сре-
дине, што умањује експресију самог генотипа. За прецизније проучавање генетичке Јелена Миловановић, Мирјана Шијачић-Николић
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варијабилности данас се примењују методе молекуларне генетике, позна  тије као 
молекуларни маркери, помоћу којих се открива варијабилност која је под директ-
ном генетском контролом. Молекуларни маркери су различити, ниједан од њих 
није идеалан и неки су бољи у одређене сврхе од других, односно могу се добро 
допуњавати. 
Бројна истраживања спроведена претходних година показала су ефикасност 
и важност примене неутралних молекуларних маркера у области конзервационе 
и  популационе  генетике  шумских  дрвенастих  врста,  нарочито  за  разумевање 
миграционих процеса при стварању садашњег генетичког и географског дивер-
зитета, као и за одређивање битних параметара као што је ефективна величина по-
пулације, проток гена и „bottleneck“. У наредном периоду, примена молекулар  них 
маркера омогућиће прикупљање већег броја података на нивоу маркер локуса или 
секвенци, који ће бити одлична статистичка основа за процену њихове биолошке 
и еволуционе вредности.
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MOLECULAR MARKERS APPLAYING IN FORES  T TREES 
GENE POOL CONSERVATION
Summary
Genetic conservation is any maintenance of genetic diversity or specific genetic mate-
rial harbored in a forest genetic resource for a limited period of time until the genetic resource 
is utilized. Forest genetic conservation usually does not aim at the static preservation or maxi-
mization of genetic diversity as such, but rather tries to preserve the mechanisms that create and 
maintain diversity by understanding how different components interplay. The main task and aim 
of species genetic conservation is saving of genetic information, valuable for specific purpose or 
endangered. The ability to identify genetic variation is a precondition for adequate realization of 
selection, improvement and conservation processes. Genetic diversity is, nowadays, estimated by 
analysis of morphological and metrical traits on field, which define adaptive variability affected by 
environmental conditions, and molecular markers in laboratories, or neutral variability of species 113
ПРИМЕНА МОЛЕКУЛАРНИХ МАРКЕРА У КОНЗЕРВАЦИЈИ ГЕНОФОНДА…
independent of these influences. Molecular markers avoid many of the complications of environ-
mental effects and for this reason, molecular genetic techniques are nowadays being applied as a 
complementary strategy to traditional approaches for characterizing forest genetic resources for 
in situ and ex situ conservation.
Many studies performed during the last years demonstrated the usefulness of neutral mo-
lecular markers in the field of conservation and population genetics of forest trees, in particular 
to understand the importance of migration patterns in shaping current genetic and geographic di-
versity and to measure important parameters such as effective population size, gene flow and past 
bottleneck. During the next years, a large amount of data at marker loci or at sequence level is ex-
pected to be collected, and to become excellent statistical power for the assessment of biological 
and evolutionary value.